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￥位論文足耳目 遺伝的組換えの初期過程の解析
論文審査委員
-T 7 DNA結合蛋白質の関与とその役割一
(主査) 一 一教授小川 英行
教段松原謙一助教授 伊藤建夫
論文内容の要旨
l本鎖DNAに特異的に結合する蛋白質は積々の生物から分離され.核般の代謝上重要なf.hきをし
ていると考えられている。級製や組換えの研究に単純な系として用いられる T777ー ジも，問機の
DNA結合蛋白質を合成する。本論文は，このT7 DNA結合蛋白質がT777ー ジの遺伝的組換え ・
復製に関与していることを示すとともに，その作問機作を明らかにしたものである。
T77ァージの組換えにはT7エキソヌクレ7ーゼが必須であるが，先に確立した m 叫 troI-Jl.換え
系を用いた研究からその外に別の因子が組換えの中間体生成に関与していると示唆された。その因子
の検繁のため先ず簡便な組換え検出法.DNA-セルロース法，を開発した。これはプラスミドColEI 
DNA を七ルロ スに結合させたものと 明ーColEI DNAを混ぜ.DNA組換え反応が起こると'H
-Col EI -Col EIー セルロース複合体が形成されるので.組換え反応、を，反応液をろ過後フィルタ
ーに残った，Hの虫で測定できる ものである。この方法を月1いて '17エキソヌクレアーゼと中間体生
成を行なう因子を'1'7感染菌から精製しと。精製途上のカラムでの挙動およびその分一千最からT7
DNA 結合蛋白 'l~t がその因子であると結論された。
さらにT7DNA結合蛋白質が生体内においても遺伝的組換えに関与していることを示すため，今ま
で誰も成功LていないT7DNA結合蛋白質変異株の分離を試みた。T7DNA結合蛋白質は 問 刊行。
のDNA複製において大腸繭DNA結合蛋白質と互換性があるため，大腸菌 DNA結合蛋白質変異株に
生育できないT777ー ジの中から選択した。分離した変異株のDNA塩基配列の決定から， 変異株
には野生型結合蛍白質 (2317ミノ般)のC末から17アミノ般を欠くよ うなナ/セ ンス変異がおこっ
ていることがわかった。変異株は，組換え能複製能 修復能が低下していた。このことは生体内に
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おいても， in vitro 同様T7DNA結合蛋白質が遺伝的組換えに関与していることを示しているととも
に，複製・修復への関与も意味している D
次にT7DNA結合蛋白質の作用機作を明らかにするため，変異型と野生型の結合蛋白質を精製し，
その活性を比較した O その結果変異型蛋白質では，アニーリング活性(相同な 1本鎖DNAを2本鎖
にする) ・T7エキソヌクレアーゼの活性を促進する活性・ 2本鎖 DNAの合成を促進する活性が低
下していることがわかったO 遺伝的組換えには特に前の 2つの活性が重要で、あると思われる D 又，変
異型蛋白質の構造から C末付近がその活性に重要な役割を持っていると考えられる。
論文の審査結果の要旨
普遍的組換えの初期過程，すなわち 2つの相同な DNA分子が対合体を形成する段階には，現在 2
つの様式のあることが知られている o 1つは，大腸菌reeA蛋白質が行うもので，一方の DNAの 1
本鎖部分を他方の DNAのそれと相補的な部分に，もぐり込ませていき安定な結合DNA分子をつく
るものであり，もう 1つは，エキソヌクレアアーゼがDNAに働き，ギャップをつくり，相補的ギャ
ップ同志の聞で対合分子をつくるというものである O 後者の様式には，他の因子の関与が予想されな
がらこれまで研究方法の開発がなされず不明のままであった O 荒木君は， DNAセルロースを利用し
て対合分子を高感度で検出するという画期的な方法を考案し， その研究の突破口を聞いた口 そして
実際にこの方法を用いてT7ファージ組換え系でエキソヌクレアーゼの他に必要な因子を発見し， そ
れがT7DNA結合蛋白質であることを明らかにした O また，このT7DNA結合蛋白質が生体中でも
遺伝的組換えに関与していることを，その突然変異株を分離することによって証明した O すなわち，
分離した突然変異は遺伝子2と遺伝子3の聞に位置する新しい遺伝子の変異で， 遺伝子 2.5と命名
し，変異の種類もDNAの塩基配列からオパール・ナンセンス変異であることを明らかにしたO この
変異株では野性株の DNA結合蛋白質の約10%をC末端側から欠いた蛋白質をつくっており，組換え
頻度が野性型の約 1/10に低下し，実際に組換え中間体の形成も非常に悪く，又同時に， DNA複製，
DNA修復能も低下していることを明らかにした。更に，この変異型蛋白質を分離精製し，野生型蛋
白質と種々の活性を比較検討して，変異蛋白質は DNA結合能，相同な一本鎖 DNA同志をより合わ
せる能力，DNA合成促進能などに実際に差が見られることを証明したO このことによって， T7ファー
ジのDNA結合蛋白質が遺伝的組換えの初期過程に関与している事を初めて，しかも厳密に証明し，
その作用機作も明らかにした事は，組換えの分子機構の研究を大きく進めることになった。従って，
この論文は，理学博士の学位論文として十分に価値あるものと認められる O
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